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                                                         RESUMO 
 
No presente trabalho, foi realizado o estudo químico do extrato metanólico das 
cascas do tronco de Calophyllum brasiliense (Clusiaceae). Este extrato foi 
também avaliado quanto ao potencial antiparasitário e mostrou elevado 
potencial antitripanossoma. Assim, este extrato foi submetido à partição em 
com AcOEt e a fase orgânica obtida foi submetida a avaliação dos seus 
potencial antiparasitário, mostrando excelente atividade antitripanossoma (CI50 
= 22 g/mL) enquanto que o mesmo se mostrou inativo quando avaliado frente 
a Leishmania sp.. Assim, este material foi submetido a procedimentos 
cromatográficos, tais como cromatografia em coluna (sílica em fase normal e 
Sephadex LH-20) permitindo o isolamento da cumarina 6-hidroxi-4-propil-5(3-
hidroxi-2-metil-1-oxobutil)-6”,6”-dimetilpirano-[2”,3”:8,7]-benzopiran-2-ona, 
conhecida como soulamarina, sendo a primeira ocorrência deste composto em 
C. brasiliense. A estrutura desta substância foi definida através de métodos 
espectroscópicos e espectrométricos tais como espectrometria de massas 
(EM) e ressonância magnética nuclear (RMN), inclusive através de 
experimentos bidimensionais. Finalmente, a cumarina soulamarina foi testada 
frente a formas tripomastigotas de T. cruzi e apresentou valor de CI50 de 85,3 
g/mL, similar ao controle positivo benznidazol (CI50 de 114,6 g/mL). No 
entanto, tal valor é superior ao encontrado para a fase de partição em AcOEt 
do extrato MeOH bruto, sugerindo que possa estar presente nesse material, 
outros compostos inativos mais que possam atuar de forma sinérgica quando 
em mistura com a cumarina soulamarina. 
 







In the present work, was conducted the chemical study of methanol extract from 
the stem barks of Calophyllum brasiliense (Clusiaceae). This extract was also 
evaluated for antiparasitic potential and displayed high antitripanossomal 
potential. Therefore, this extract was subjected to partition with EtOAc and the 
obtained organic phase was subjected to evaluation of antiparasitic potential, 
showing excellent antitripanossomal activity (IC50 = 22 g/mL) while the same 
phase was inactive when evaluated against Leishmania sp.. Thus, this material 
was submitted to chromatographic procedures such as column chromatography 
(normal phase silica gel and Sephadex LH-20) affording the isolation of    
coumarin 6-hydroxy-4-propyl-5(3-hydroxy-2-methyl-1-oxobutyl)-6”,6” 
dimethylpyran-[2”,3”:8,7]-benzopyran-2-one, known as soulamarin, and the first 
occurrence of this compound C. brasiliense. The structure of this substance 
was defined by spectroscopic and spectrometric methods such as mass 
spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR), including two-
dimensional experiments. Finally, the coumarin soulamarin has been tested 
against trypomastigotes forms of T. cruzi and showed IC50 value of 85.3 g/mL, 
similar than determined to positive control benznidazol (IC50 of 114.6 g/mL). 
However, this value is higher than that found for the EtOAc partition phase of 
MeOH crude extract, suggesting that may be present in this material other 
inactive compounds that can act  synergistically when in mixture with coumarin 
soulamarin. 
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1. INTRODUÇÃO  
 
1.1 Estudo químico e biológico de plantas medicinais 
 
A fitoquímica consiste em um campo de pesquisa de muita relevância 
para o Brasil, considerando sua grande riqueza vegetal ainda sem estudo. Esta 
área em conjunto com a etnobotânica e a farmacologia, permitem inúmeras 
possibilidades para o desenvolvimento de novos medicamentos. Analisando 
todas as fases da química de produtos naturais, podemos evidenciar sua 
importância, não só como embasamento científico de uma medicina alternativa, 
mas como fonte de novos e potentes fármacos. No entanto, a falta de 
conhecimento e estudos estimula a seleção de substâncias de origem vegetal 
para o tratamento de doenças ainda sem tratamento ou profilaxia adequados 
(Newman e Cragg, 2012).  
Neste ponto, é importante mencionar que as plantas existentes no 
planeta são em sua maioria desconhecidas cientificamente, sendo necessários 
vários estudos preliminares para se escolher a planta, suas partes, toxicidade e 
também a influência dos fatores bióticos nos metabólitos secundários 
produzidos (Cechinel Filho & Yunes, 1998). 
            A diversidade molecular, um fator importante para a procura em novas 
plantas de novas moléculas, significa, também, diferentes propriedades físico-
químicas, que representam um desafio para o químico que almeja isolar e 
determinar a estrutura de compostos ativos, uma vez que o extrato de 
determinada planta pode conter centenas ou milhares de compostos 




Numerosos métodos de extração e estudo de compostos oriundos de 
plantas têm sido sugeridos pela literatura pertinente (Viegas et al, 2006).  
Porém, no caso da procura por princípios ativos, não interessa o composto 
mais fácil de separar, ou aquele que se encontra em maior concentração, ou 
ainda, aquele que possui a estrutura mais complexa. O que realmente 
interessa, neste caso, é descobrir compostos que apresentam atividade 
biológica. Daí a importância e necessidade de estudos fitoquímicos guiados por 
bioensaios. Para se obter substâncias puras ativas, é requerida, além da 
dedicação e da determinação dos pesquisadores, uma ampla colaboração 
multidisciplinar. A busca por essas substâncias se torna, portanto, uma 
atividade refinada atrelada a uma intensa investigação científica (Simões, 
2004). A figura 1 ilustra algumas etapas básicas que podem ser seguidos 





















1.2 Calophyllum brasiliense – Potencial químico-farmacológico 
 
  O gênero Calophyllum pertence a família Clusiaceae, está enquadrado 
na subfamília Calophylloideae (Shultz, 1963) e é composto por cerca de 180-
200 espécies de um grande grupo de árvores tropicais restritas aos trópicos 
quentes e úmidos sendo algumas espécies de ocorrência predominante no 
Brasil distribuídas principalmente nos biomas de Mata Atlântica e Cerrado.   
Os espécimes de C. brasiliense possuem uma distribuição geográfica 
bastante ampla, ocorrendo desde a América Central até as Antilhas sendo a 
espécie do gênero mais abundante na América Latina (Mesía-Vela et al., 
2001), como mostrado na figura 2. 
 
Figura 2. Distribuição geográfica de Calophyllun brasiliense.  
(Fonte:http://www.hondurassilvestre.com/query/Plantae.asp?tsn=21479). 
 
Da palavra de origem tupi-guarani Gwanãdi que significa “o que é 
grudento”, devido ao seu latéx amarelo da casca, surgiu o nome popular 
Guanandi, que foi uma das primeiras madeiras de lei do Brasil. Muito 




decoração e na construção civil para portas e janelas além de ser também 
utilizada em projetos paisagísticos de praças, parques bem como em 
reflorestamento e em áreas de recuperação ambiental com solo encharcado. 
Nos termos científicos, a palavra “Calophyllum” significa folha bonita e no Brasil 
temos a sua tradução livre para Guanandi “Folha bonita do Brasil” 
(Guarim,1987). 
As árvores são de grande porte que podem chegar a 40 m de altura e 1 
a 3 m de diâmetro com tronco de 40 a 60 cm de diâmetro (Dharmaratne et al, 
1999). A casca do caule é amarelo-avermelhada, de aproximadamente 2 cm de 
espessura, dura, fibrosa, de sabor doce e com aroma de mel.  
As folhas são opostas, simples, coriáceas, pecioladas e com 10 a 13 cm 
de comprimento por 5 ou 6 cm de largura. A forma pode ser elípticolanceolada 
ou oblonga e a nervação é geralmente peninervada, com as nervuras 
secundárias formando praticamente um ângulo reto com a central. As flores 
são brancas, pequenas, aromáticas de duas sépalas e 10 estames, dispostas 
em racemos axilares e terminais. Os frutos são do tipo drupa globosa e 
oleaginosa, consumidos por vários animais (Corrêa, 1984; Lorenzi,1998). A 








                        
Figura 3. Galhos, folhas e casca do tronco de um espécime adulto  
de C. brasiliense. 
 
  Do ponto de vista farmacobotânico, tem-se as informações de que as 
cascas são utilizadas para tratamentos de reumatismos, varicoses, 
hemorróidas e úlceras enquanto que as folhas, para processos inflamatórios 
(Noldin et al.,2006). 
Fitoquimicamente, das cascas de C. brasiliense foram isoladas diversas 
xantonas e cumarinas, muitas das quais com atividade biológica em potencial. 
O resumo dos principais estudos realizados previamente com essa espécie 





Tabela 1. Estudos realizados com C. brasiliense – parte do material estudado, 
metabólitos isolados e atividade biológica avaliada. 
  
Parte do vegetal Metabólitos Atividade biológica Referência 
resina do tronco 1 – 2  antioxidante Stout et al, 1968 
galhos 3 – 6  anti-HIV Huerta-Reyes et al., 
2004 
folhas 7 – 11  citotóxica Reyes-Chilpa et al., 
2004 
casca do tronco 12 – 18  anti-viral Ito et al., 2002 
casca do tronco 19 – 24  Antibacteriana Cottiglia et al., 2004 



















Figura 4 (continuação). Metabólitos isolados de C. brasiliensis 
 
1.3 Doenças parasitárias 
  
 As doenças parasitárias são responsáveis por considerável morbidade e 
mortalidade em todo o mundo, principalmente nos países subdesenvolvidos e 
em desenvolvimento (Chappuis et al. 2007). Dentre os tipos das doenças que 
ainda atacam parte da população brasilera estão as causadas por protozoários 
tais como a malária, a leishmaniose e a Doença de Chagas além daquelas 
causadas por nematóides, como, por exemplo, esquistossomose, ascaridíase e 
teníase. Uma vez que este trabalho teve como objetivo a seleção de novos 




Chagas, será apresentado a seguir um panorama acerca das formas de 
infecção, sintomas e dos principais tipos de tratamento disponíveis. 
 
1.3.1 Doença de Chagas 
  
 Doença de Chagas é um mal crônico causado pelo parasita 
Trypanossoma cruzi que é transmitido aos humanos pela picada do inseto 
Triatoma dimidiata, conhecido como barbeiro. Essa é também a maior causa 
de mortalidade em muitas regiões da América do Sul (Figura 5) sendo, depois 
de malária e esquistossomose, a doença parasitária transmitida por vetor mais 
predominante.  
 
Figura 5. Distribuição da Doença de Chagas na América Latina (regiões 
marcadas em vermelho) (fonte: Ministério da Saúde/Brasil). 
 
 Estima-se que aproximadamente 90 milhões de pessoas na América 
Latina estão expostas ao risco de infecção da Doença de Chagas, o qual é 
particularmente alto em países como Paraguai, que apresenta 43% da 




5 a 6 milhões de pessoas estão infectadas com aproximadamente 6.000 
mortes por ano (Tempone et al., 2007). 
 A doença possui uma fase aguda e outra crônica. Após a picada do 
barbeiro ocorre o período de incubação variável com aparecimento de ínguas 
por todo o corpo, inchaço do fígado e do baço e febre. Nesta fase, nos casos 
mais graves, pode ocorrer inflamação do coração com alterações do 
eletrocardiograma e número de batimentos por minuto aumentado. Mesmo sem 
tratamento, a doença fica mais branda e os sintomas desaparecem após 
algumas semanas ou meses. A pessoa contaminada pode permanecer muitos 
anos ou mesmo o resto da vida sem sintomas, aparecendo que está 
contaminada apenas em testes de laboratório. A detecção do parasita no 
sangue, ao contrário da fase aguda, torna-se agora bem mais difícil, embora a 
presença de anticorpos contra o parasita ainda continue elevada, denotando 
infecção em atividade. Na fase crônica da doença, as manifestações são de 
doença do músculo do coração (arritmias), perda da capacidade de 
bombeamento do coração, progressivamente, até causar desmaios, podendo 
evoluir para arritmias cardíacas fatais. Outras manifestações desta fase podem 
ser o aumento do esôfago e do intestino grosso, causando dificuldades de 
deglutição, engasgos e pneumonias por aspiração e constipação crônica e dor 
abdominal.  
 As drogas utilizadas no tratamento da doença de Chagas apresentam 
sérias limitações devido aos efeitos colaterais. Atualmente, os nitro-heterociclos 
nifurtimox e benznidazol (Figura 6) são as únicas drogas utilizadas nos 






nifurtimox                                      benznidazol 
 
Figura 6. Estrutura dos compostos nifurtimox e benznidazol, usados no 




 Outra doença negligenciada causada por parasitas é a leishmaniose, 
conhecida com os nomes de ferida brava ou úlcera de Bauru e é causada por 
protozoários do gênero Leishmania, da família Trypanosomatidae. A 
leishmaniose é considerada pela Organização Mundial da Saúde como uma 
das cinco doenças infecto-parasitárias endêmicas de maior relevância. As 
leishmanioses estão amplamente distribuídas nas Américas, estendendo-se 
desde o sul dos Estados Unidos ate o norte da Argentina, além de diversos 
países da África, Europa e Oceania. No Brasil, essa parasitose apresenta-se 
em franco crescimento, tanto em magnitude como em expansão geográfica. 
Observa-se a coexistência de um perfil epidemiológico duplo, expresso pela 
manutenção de casos oriundos dos focos antigos ou de áreas próximas a eles 
e pelo aparecimento de surtos epidêmicos associados a fatores como o 
acelerado processo de expansão das fronteiras agrícolas, a implantação de 




periferia das cidades, entre vários outros. O coeficiente de detecção de 
leishmaniose tegumentar americana no Brasil aumentou, na última década, de 
10,45/100 mil habitantes para 18,63/100 mil habitantes (Tempone et al., 2007), 
cuja ocorrência é expressiva nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste, 
como mostrado na figura 7. 
 
 
Figura 7. Incidência de casos de leishmaniose no Brasil no período 
1998‐2008 (fonte: Ministério da Saúde/Brasil). 
 
 De modo geral, essa enfermidade se divide em leishmaniose 
tegumentar, que ataca a pele e as mucosas, e visceral (ou calazar), que ataca 
os órgãos internos. As formas cutâneas desta doença, chamadas de 
leishmanioses tegumentares, são caracterizadas pelo surgimento de lesões na 
pele (geralmente úlceras profundas) únicas ou múltiplas, principalmente nas 
áreas expostas do corpo. No Brasil esta forma de leishmaniose é causada 
pelas espécies L. amazonensis e L. braziliensis, sendo esta última a causadora 
da úlcera de Bauru, que representa a forma grave da leishmaniose tegumentar.  
 A leishmaniose mucocutânea muitas vezes causa desfiguração facial 




difusa é caracterizada pela formação de nódulos, manchas ou múltiplos 
caroços, especialmente em torno do rosto e superfícies de braços e pernas, 
sendo, em geral, menos grave, visto que seus efeitos restringem-se à pele e às 
mucosas, porém pode ser fatal se ocorrer infecções secundárias das vias 
respiratórias. Existe também uma forma potencialmente mortal de 
leishmaniose, a leishmaniose visceral, causada pela Leishmania chagasi e que 
determina elevados índices de letalidade. Inicialmente sua ocorrência era 
limitada a áreas rurais e a pequenas localidades urbanas, mas, atualmente, 
encontra-se em franca expansão para grandes centros. Sua maior incidência 
encontra-se no Nordeste com aproximadamente 70% do total de casos, 
seguido pela região Sudeste, Norte e Centro-Oeste. Os sintomas clínicos são 
caracterizados por febres prolongadas e irregulares, hepatoesplenomegalia, 
pancitopenia, anemia progressiva, perda de peso e hipergamaglobulinaemia 
com hipoalbunemia, sendo fatal quando não tratada.  
 A leishmaniose é transmitida ao ser humano por picadas da fêmea do 
mosquito comumente chamado de flebotomíneo. A contaminação se dá 
inicialmente sob a forma de promastigotas sendo que, após infectarem os 
macrófagos, estes se transformam em amastigotas. As formas amastigotas 
vivem em fagosomas, presentes em células fagocíticas, denominadas 
macrófagos, as quais são ingeridas pelos flebótomos quando sugam o sangue 
infectado. No sangue do inseto o parasita passa por uma série de modificações 
morfológicas até atingir o estágio das formas promastigotas, que em seguida 
alcançarão a saliva do inseto e serão introduzidas quando picar um novo 
hospedeiro, sendo assim rapidamente fagocitados pelos macrófagos. No 




amastigotas não-flagelados e multiplicam-se, matando a célula. Os amastigotas 
recém-liberados são novamente fagocitados, reiniciando o ciclo.  
 O arsenal terapêutico atual para o tratamento da leishmaniose é bem 
limitado e está longe do satisfatório, devido a elevada toxicidade. Os 
antimoniais pentavalentes (Glucantime® e Pentostam®) têm sido os fármacos 
de escolha para o tratamento das Leishmanioses durante os últimos 60 anos. 
Estas drogas são altamente tóxicas, nem sempre efetivas, e no caso do 
tratamento da leishmaniose visceral são usadas em esquemas prolongados. 
Além dos antimoniais, drogas de segunda escolha têm sido empregadas no 
tratamento das diversas formas da leishmaniose, entre as quais se destacam a 












 Figura 8. Estrutura dos compostos paromomicina, anfotericina B e 
miltefosina, usados no tratamento da leishmaniose. 
 
 Desta forma, é importante a busca por novos compostos que possam 
ser utilizados na terapêutica dessas duas doenças, sendo que estes podem ser 
obtidos através das plantas. Nesse contexto, este estudo teve como foco 
principal a avaliação do potencial antiparasitário do extrato MeOH das cascas 
do tronco de C. brasiliense, seguido do estudo químico biomonitorado visando 
o isolamento e caracterização estrutural dos metabólitos bioativos. Os 
compostos assim obtidos poderão ser utilizados no desenvolvimento de novos 
protótipos moleculares, podendo atuar em substituição as poucas drogas 







2.1 Objetivo Geral 
 
          Este trabalho tem como objetivo principal realizar o estudo fitoquímico 
das cascas do tronco de Calophyllum brasiliense(Clusiaceae), visando isolar, 
identificar metabólitos com potencial farmacológico através de bioensaios de 
avaliação do potencial antiparasitário e de citotoxicidade.  
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
 Preparar o extrato MeOH das cascas do tronco de Calophyllum 
brasiliense . 
 Realizar o estudo fitoquímico biomonitorado, visando o isolamento arca 
modeloseguido da caracterização estrutural das substâncias ativas 
através de métodos espectroscópicos/espectrométricos. 
 Submeter os extratos brutos, fases de partição e substâncias puras 
isoladas a avaliação do potencial anti-parasitário in vitro, principalmente 





3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Procedimentos gerais 
 
 Os espectros de massas foram registrados em espectrômetros (Finnigan 
e Micromass), operando por impacto eletrônico e ionização por eletron-spray 
(modo positivo). Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H e 13C 
foram registrados em espectrômetros Bruker DPX-300 e DRX-500 operando a 
300/500 e a 75/125 MHz, respectivamente. Os espectros foram obtidos em 
clorofórmio deuterado (CDCl3), dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) ou 
metanol deuteurado (CD3OD) da TediaBrazil como solventes e padrões de 
referência interna, na Central Analítica do Instituto de Química da Universidade 
de São Paulo. 
Os solventes utilizados nas extrações, nas eluições das colunas e placas 
cromatográficas foram de grau P.A. das marcas Synth, CAAL e Nuclear. 
 Para as colunas cromatográficas foram utilizadas, como fases 
estacionárias, sílica gel 60 (0,063 – 0,200 mm) da Merck ou Sephadex LH-20 
da Amersham Biosciences.Para as análises por cromatografia em camada 
delgada comparativa (CCDC) foram utilizadas cromatofolhas de gel de sílica 60 
F254 sob suporte de alumínio da Merck. Nas revelações dos cromatogramas em 
placa de camada delgada comparativa foram utilizadas, irradiação no 
ultravioleta -  UV, a 254 e a 356 nm.  
 Para a concentração dos extratos, frações e compostos purificados foi 
utilizado um sistema de rotaevaporação da marca Buchi modelo R-215 munido 




3.2 Material Vegetal 
 
As cascas do tronco de C. brasiliense foram coletadas na região 
Amazônica nas proximidades da Cidade de Manaus, pela Profa. Dra. Eliana 
Rodrigues do Departamento de Ciências Biológicas da UNIFESP/Campus 
Diadema, em setembro de 2011.  
 
3.3 Preparação dos extratos e fases de partição 
 
As cascas do tronco de C. brasiliense  foram secadas em estufa a 40ºC 
por sete dias (71,9 g).O material obtido foi extraído com MeOH em banho de 
ultrassom (4 x 15min). Após esse procedimento, o material foi concentrado sob 
pressão reduzida em rotaevaporador, fornecendo o extrato metanólico bruto 
(4,7 g). 
Esse extrato foi ressuspendido em MeOH:H2O 1:1 e extraído com AcOEt 
após adição  de solução aquosa saturada com NaCl. Após extração da fase 
orgânica, a mesma foi secada com Na2 SO4 anidro e concentrada sob pressão 
reduzida em rotaevaporador, fornecendo 4,12 g da fase em AcOEt do extrato 







Figura 9. Fluxograma de obtenção do extrato MeOH das cascas do tronco de 
C. brasiliense e da respectiva fase de partição em AcOEt. 
 
3.4 Métodos cromatográficos - Fracionamento 
   
3.4.1 Estudo da fase em AcOEt do extrato MeOH das cascas do tronco de C. 
brasiliense. 
 
Parte do material obtido (3 g) foi submetida à separação via 
cromatografia em gel de Sephadex LH-20 (20 X 3 cm – fluxo de 1,5 mL/min), a 
qual foi eluida com MeOH puro.  
Desse processo, foram recolhidas 68 frações (10 mL), que foram 
analisadas via cromatografia em camada delgada (eluente Hex:AcOEt 1:4), e 
reunidas de acordo com a semelhança em CCDC, após revelação sob luz UV. 




Tabela 2. Frações, grupos de frações e massas de material obtido após 
fracionamento da fase em AcOEt do extrato MeOH das cascas do tronco de 
 C. brasiliense (CBFA) 
 
Grupo Frações Massa / mg 
CBFA/1 1 – 6 87,9 
CBFA/2 7 – 8 289,9 
CBFA/3 9 – 11 1317,5 
CBFA/4 12 – 15 1398,0 
CBFA/5                   15 – 18 78,3 
CBFA/6 19 – 22 7,8 
CBFA/7 23 – 25 10,2 
CBFA/8 26 – 37 23,6 
CBFA/9 38 – 68 123,2 
 
Após análise espectral, foi observado que o grupo CBFA/3 apresentava 
sinais típicos de cumarina. Desta forma, uma vez que esse grupo também 
mostrou atividade antiparasitária, o mesmo foi submetido à análise via 
cromatografia em camada delgada de gel de sílica  visando avaliar qual o 
sistema de eluentes mais adequado para separação dos metabólitos 
presentes. Assim, foi verificado que a mistura de hex:AcOEt 1:1 apresentava 
melhor resolução.  
Definido o melhor eluente, parte do material (1,0 g) foi submetido a 
fracionamento em gel de sílica, utilizando-se misturas de hex:AcOEt e 





Desse processo, foram recolhidas 44 frações (10 mL) que foram então 
analisadas através de cromatografia em camada delgada comparativa, 
possibilitando a reunião das frações em quatro grupos, como mostrado na 
tabela 3. 
 
Tabela 3. Frações, grupos de frações e massas de material obtido após 
fracionamento da fase em AcOEt do extrato MeOH das cascas do tronco de 
Calophyllum brasiliense (CBFA) 
 
Grupo Frações Massa / mg 
CBFA/3-1 1 – 12 34,2 
CBFA/3-2 13 – 21 544,3 
CBFA/3-3 22 – 31 231,2 
CBFA/3-4 32 – 44 67,4 
  
 Após análise dos quatro grupos obtidos através de RMN, foi possível 
observar que aquele codificado como CBFA/3-2 estava puro e composto 
essencialmente pela cumarina soulamarina, o qual também apresentou 
atividade antiparasitária. 
 O fluxograma do procedimento de separação e purificação da fase em 






Figura 10. Fluxograma da separação e purificação da fase em AcOEt  
do extrato MeOH das cascas do tronco de C. brasiliense. 
 
3.5 Avaliação das atividades antiparasitárias 
        
Os ensaios para detecção de substâncias com atividades biológicas 
envolvendo os parasitas foram realizados no Instituto Adolfo Lutz com a 
colaboração do Dr. André Gustavo Tempone Cardoso. 
 
3.5.1 Cultura de parasitas 
 
Promastigotas de Leishmania (L.) chagasi (MHOM/BR/1972/LD) foram 
cultivadas em meio M-199 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,25% 
de hemina, sem adição de antibióticos em estufa a 24ºC. Para a obtenção de 
amastigotas, foram utilizados hamsteres dourados (Mesocritecetus auratos) 




Amastigotas de L. (L.) chagasi foram purificadas de baço de hamsteres 
dourados por meio de centrifugação diferencial e o número de parasitas foi 
determinado pelo método de Stauber (1958), 60 a 70 dias após a infecção.  
Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram cultivadas em 
células LLC-MK2 em meio RPMI-1640, suplementado com 2% de soro fetal 
bovino, à temperatura de 37ºC em estufa com 5% CO2 (Kesper et al., 2000). 
 
3.5.2 Determinação da atividade antiparasitária in vitro e da concentração 
inibitória 50% (CI50). 
 
Os extratos, frações e substâncias foram dissolvidos em metanol (não 
ultrapassando a concentração de 0,5% para não causar danos aos parasitas), 
diluídos em meio de cultura e incubados com os parasitas em diferentes 
concentrações com o objetivo de se determinar as respectivas concentrações 
inibitórias a 50% (CI50). 
Desta forma, a CI50 dos compostos isolados foi determinada utilizando-
se promastigotas de Leishmania (L.) chagasi, que foram aplicadas à 1x106/ 
poço por 24 horas (em estufa a 24ºC) em placas de 96 poços contendo os 
diferentes compostos, utilizando-se meio M-199 suplementado com soro fetal 
bovino, sem adição de antibióticos. Após um período de 48 horas, a viabilidade 
dos promastigotas foi verificada através da atividade oxidativa mitocondrial 
através de ensaios colorimétricos com MTT [brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-
2,5-difeniltetrazólio)], a 550 nm (Tada et al.,1986). Como controle positivo do 




As formas tripomastigotas de T. cruzi obtidas no primeiro dia da cultura 
de células LLC-MK2 (células de rins de macacos Rhesus) foram aplicadas na 
concentração de 1X106/ poço em placas de 96 poços contendo os diferentes 
compostos em meio RPMI-1640, suplementado com 2% de soro fetal bovino. 
As placas foram incubadas a 37ºC em estufa de CO2 (5%) por 24 horas e a 
viabilidade dos tripomastigotas foi determinada pelo método MTT (Lane et al., 
1996) conforme descrito anteriormente para detecção da atividade 
antileishmania. O fármaco benznidazol foi usado como controle positivo do 
ensaio. 
A viabilidade dos parasitas foi realizada através da observação de sua 
morfologia e mobilidade por microscópio óptico e também através da atividade 
oxidativa mitocondrial, por meio de incubação com 20 µL de MTT, por 4 horas, 
seguida por incubação com 80 µL de dodecil  sulfato de sódio (SDS). Após 24 
horas, o sobrenadante foi lido a 550 nm em leitor de placas (Mltiskan reader 
30®). 
 
3.5.3 Determinação da CI50 em macrófagos peritoniais infectados com L.(L.) 
chagasi 
           
 Os macrófagos foram coletados da cavidade peritoneal de 
camundongos BALB/c fêmeas pela lavagem com meio RPMI-1640, 
suplementado com 10% de soro fetal bovino e foram mantidos a temperatura 
de 37ºC em estufa de CO2 (5%). Os macrófagos foram adicionados a 
4X105/poço em placas Nunc de 18 poços, permanecendo em estufa à 37ºC por 




Amastigotas de L. (L.) chagasi extraídas de baço foram separadas por 
centrifugação diferencial (Stauber, 1958) e adicionadas aos macrófagos na 
proporção de 10:1 (amastigotas/macrófago) e incubadas com os compostos a 
37ºC por um período de 120 horas.  
Ao final do ensaio do ensaio, as lâminas foram coradas por Giemsa e 
observadas em microscópio óptico. A CI50 foi determinada pela contagem de 
200 macrófagos/ poço, avaliando-se o número de macrófagos infectados, 
utilizando-se como controle (100% infectado) macrófagos não tratados e como 
controle (0% infectado) macrófagos tratados com Glucantime®. 
 
3.5.4  Determinação da citotoxicidade 
 
          Com o objetivo de se determinar a toxicidade dos compostos com 
comprovada atividade antiparasitária, foram utilizadas células de mamíferos 
LLC-MK2, cultivadas conforme descrito anteriormente (Grecco et al, 2010) e 
aplicadas na concentração de 4x104/poço em placas com 96 poços, contendo 
os diferentes compostos diluídos serialmente em meio RPMI-1640. As placas 
foram incubadas por um período de 48 horas a 37ºC em estufa com 5% de CO2 







4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
        
4.1. Identificação Estrutural  
 
O espectro de RMN 1H (Figuras 12 a 17) do grupo CBFA/3-2 revelou a 
presença de dois dupletos em δ 6,35 (J = 10 Hz) e 5,26 (J = 10 Hz), os quais 
foram atribuídos aos hidrogênios H-9 e H-10, que quanto associados ao 
simpleto em  1,20 (6H, H-12 e H-13) sugerem a presença de uma unidade 
cromênica. A ausência de hidrogênios aromáticos sugere um derivado fenólico 
totalmente substituído. Além disso, foram observados sinais referentes a uma 
unidade cumarínica devido aos multipletos entre  2,40 – 2,50 (2H) referentes 
aos hidrogênios H-3a e H-3b e em  3,48 (1H) referente ao hidrogênio H-4. 
Além disso, foram observados sinais em  1,30 (m, 2H, H-14), 1,32 (m, 2H, H-
15) e 0,64 (t, J = 7,5 Hz, 3H, H-16), referentes a um grupo n-propílico o qual foi 
ligado a C-4 por comparação com demais cumarinas isoladas de C. brasiliense 
(Brenzan et al, 2012). Os dupletos em  0,97 e 1,28 (J = 6,4 Hz) foram 
atribuídos, respectivamente, aos grupos metílicos H-5’ e H-4’ de uma unidade 
isoprênica ligada a C-5. Os sinais referentes a H-2’ e H-3’ foram observados 
em  2,30 (m) e 3,93 (m), respectivamente. 
 O espectro de RMN de 13C (Figuras 18 a 21) mostrou sinais relativos as 
carbonilas de cetona quelatada em  199,1 (C-1’) e de cumarina em  174,8 (C-
2) além dos carbonos do tipo sp2 da unidade cromênica em  115,2 (C-9) e 
125,5 (C-10). Os seis sinais relativos ao anel aromático foram observados entre 
 101 e 159 enquanto que os carbonos carbinólicos C-11 e C-3’ foram 




carbonos sp3 referentes ao grupo n-propílico foram observados em  20,4 (C-
14), 35,1 (C-15) e 13,7 (C-16) e ao grupo isoprênico ligado a C-5 em  45,3 (C-
2’), 19,2 (C-4’) e 10,0 (C-5’). A atribuição dos sinais referentes aos hidrogênios 
e carbonos da molécula foi realizada através da análise dos espectros de 
correlação HSQC (Figuras 22 a 25) e HMBC (Figuras 26 a 29). Neste último, 
foram observadas correlações importantes (Tabela 4) que permitiram a 
definição da estrutura molecular do composto isolado como sendo a do 6-
hidroxi-4-propil-5-(3’-hidroxi-2’-metil-1’-oxobutil)-6”,6”-dimetilpirano-[2”,3”:8,7]-
benzopiran-2-ona. 
Tabela 4.  Principais correlações carbono-hidrogênio a duas e três ligações 
observadas no espectro HMBC da cumarina isolada (, CDCl3 + CD3OD, 500 e 
125 MHz). 
H C 
H-3 (2,40/2,50) C-2 (174,8), C-4 (30,2), C-4a (109,4), C-14 (20,4) 
H-4 (3,48) C-8a (159,5) 
H-9 (6,35) C-6 (156,4), C-7 (102,1), C-8 (159,6), C-11 (77,4) 
H-10 (5,26) C-7 (102,1), C-11 (77,4), C-12 (27,8), C-13 (28,0) 
H-12 (1,20) C-10 (125,5), C-11 (77,4), C-13 (28,0) 
H-13 (1,20) C-10 (125,5), C-11 (77,4), C-12 (27,8) 
H-16 (0,64) C-14 (20,4), C-15 (35,1) 
H-2’ (2,30) C-1’ (199,1), C-3’ (78,4), C-5’ (10,0) 
H-3’ (3,93) C-1’ (199,1), C-2’ (45,3) 
H-4’ (1,28) C-2’ (45,3), C-3’ (78,4) 
H-5’ (0,97) C-1’ (199,1), C-3’ (78,4) 





A comparação dos dados de RMN de 13C obtidos com aqueles descritos 
na literatura (Tabela 5) para a soulamarina, anteriormente identificado nas 
cascas do tronco de Calophyllum soulattri (Ee et al., 2011), permitiu a 
identificação do composto isolado da cascas do tronco. No entanto, é 
importante salientar que alguns dados se mostraram divergentes daqueles 
descritos na literatura, o que pode ser justificado pela diferença de solventes 
usados nos registros dos espectros de RMN. 
Finalmente, associando-se os dados obtidos a análise realizada por EM 
(ionização por eletron-spray – modo positivo), o qual indicou o pico do ion 
molecular em m/z 389 Da [M+H]+, permitiu afirmar que o composto isolado 


























Figura 11. Estrutura da cumarina soulamarina, isolada da fase em AcOEt do 





Tabela 5. Valores de deslocamentos químicos de RMN (1H e 13C) da cumarina 
soulamarina isolada nesse trabalho e da literatura (Ee at al., 2001) 
(/ppm, CDCl3 + CD3OD, 500 e 125 MHz). 
 











2 - 179,1 - 174,8 
3 2,8 (dd, 7,8) 
2,7 (dd, 7,8) 
39,5 2,40 – 2,50 (m, 2H) 38,5 
4 3,8 (m) 25,4   3,48 (m) 30,2 
4a - 110,9 - 109,4 
5 - 102,1 - 101,5 
6 - 157,0 - 156,4 
7 - 102,9 - 102,1 
8 - 159,6 - 159,6 
8a - 159,7 - 159,5 
9 6,6 (d, 10) 115,8 6,35 (d, 10)  115,2 
10 5,5 (d, 10) 125,8 5,26 (d, 10) 125,5 
11 - 78,2 - 77,4 
12 1,4 (s) 28,3 1,20 (s) 27,8 
13 1,4 (s) 28,3 1,20 (s) 28,0 
14 1,3 (m) 19,3 1,30 (m)  20,4 
15 1,4 (m) 29,8 1,32 (m) 35,1 
16 1,3 (t, 3,4) 19,3 0,64 (t, 7,5) 13,7 
1’ - 199,4 - 199,1 
2’ 2,5 (m) 45,8 2,30 (m)  45,3 
3’ 4,1 (m) 79,0 3,93 (m) 78,4 
4’ 1,5 (d, 6,4) 19,7 1,28 (d, 6,4) 19,2 
5’ 1,2 (d, 6,4) 10,4 0,97 (d, 6,4) 10,0 








Figura 12. Espectro de RMN de 1H da soulamarina 
(, 500 MHz, CDCl3 + CD3OD) 
 
Figura 13. Ampliação ( 0,5 – 1,8 ppm) do espectro de RMN de 1H da 






Figura 14. Ampliação ( 2,1 – 4,1 ppm) do espectro de RMN de 1H da 
soulamarina (, 500 MHz, CDCl3 + CD3OD) 
 
 
Figura 15. Ampliação ( 2,2 – 2,6 ppm) do espectro de RMN de 1H da 






Figura 16. Ampliação ( 3,3 – 4,0 ppm) do espectro de RMN de 1H da 
soulamarina (, 500 MHz, CDCl3 + CD3OD) 
 
 
Figura 17. Ampliação ( 5,9 – 6,7 ppm) do espectro de RMN de 1H da 






Figura 18. Espectro de RMN de 13C da soulamarina 
(, 125 MHz, CDCl3 + CD3OD). 
 
 
Figura 19. Ampliação ( 5 – 650 ppm) do espectro de RMN de 13C da 






Figura 20. Ampliação ( 65 – 135 ppm) do espectro de RMN de 13C da 




Figura 21. Ampliação ( 150 – 205 ppm) do espectro de RMN de 13C da 





Figura 22. Espectro de RMN HSQC da soulamarina 
(, CDCl3 + CD3OD, 300 e 75 MHz) 
 
 
Figura 23. Ampliação (H 0,5 – 4,2 ppm / C 0 – 85 ppm) do espectro de RMN 







Figura 24. Ampliação (H 0,5 – 2,7 ppm / C 0 – 50 ppm) do espectro de RMN 
HSQC da soulamarina (, CDCl3 + CD3OD, 300 e 75 MHz) 
 
 
Figura 25. Ampliação (H 0,5 – 1,5 ppm / C 0 – 35 ppm) do espectro de RMN 






Figura 26. Espectro de RMN HMBC da soulamarina 
(, CDCl3 + CD3OD, 300 e 75 MHz) 
 
 
Figura 27. Ampliação (H 5,0 – 12,5 ppm / C 15 – 170 ppm) do espectro de 








Figura 28. Ampliação (H 0 – 4,5 ppm / C 0 – 210 ppm) do espectro de RMN 




Figura 29. Ampliação (H 0,3 – 1,7 ppm / C 0 – 90 ppm) do espectro de RMN 







*o pico em m/z  527,3 Da corresponde a impureza presente no equipamento no momento da 
análise ao passo que aquele em m/z 389,2 Da corresponde ao do metabólito 
identificado. 
 
Figura 30. Espectro de massas da cumarina soulamarina, obtido por ionização 
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4.2 Atividade biológica 
 
4.2.1 Avaliação da atividade antileishmania, antitripanossoma e citotoxicidade 
 
 O extrato MeOH bruto das cascas do tronco de C. brasiliense bem como 
a fase de partição em AcOEt foram avaliadas quanto ao potencial 
antileishmania e antitripanossoma utilizando os parasitas promastigotas e 
amastigotas de L.(L.) chagasi e tripomastigotas de T. cruzi. Os resultados 
obtidos estão sumarizados na tabela 6. 
 
Tabela 6. Efeitos antiparasitários do extrato MeOH das cascas do tronco C. 
brasiliense e da respectiva fase de partição em AcOEt. 
 







T. cruzi tripomastigotas ++ ++ 
Legenda: ++ ativo em 200 g/mL (100% de morte); - inativo. 
 
 Como obervado acima, tanto o extrato MeOH quanto a fase de partição 
em AcOEt não apresentaram atividade frente a formas promastigostas e 
amastigotas de L. (L.) chagasi. No entanto, mostraram potencial frente ao 
ensaio de avaliação da atividade antitripanossoma, o que induziu a realização 




determinado o valor da concentração inibitória a 50% (CI50) da fase de partição, 
a qual foi determinada como 22,00 g/mL. 
 Como descrito na arte experimental deste trabalho, o fracionamento 
cromatográfico da fase em AcOEt em gel de Sephadex LH-20 levou a obtenção 
de nove frações (CBFA-1 a CBFA-9), que foram também avaliadas quanto a 
atividade antiripanossoma, cujos resultados estão apresentados na tabela 7. A 
título de confirmação, tais frações foram também avaliadas quanto a atividade 
antileishmania frente a formas promastigotas de L. (L.) chagasi. 
 
Tabela 7. Avaliação da atividade antiparasitária dos grupos CBFA-1 a CBFA-9 
frente a T. cruzi e L. (L.) chagasi 
 
 Grupos (CBFA) 
Células 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
T. cruzi tripomastigotas - - + - - - - - - 
L.(L.) chagasi promastigotas - - - - - - - - - 
    Legenda:  +ativo a 200 g/mL(100% de morte); - inativo. 
 
 Como observado acima, apenas o grupo CBFA-3 mostrou atividade 
antitripanossoma enquanto que nenhum dos grupos apresentou atividade 
antileishmania. Desta forma, foi calculado o valor de CI50 de 27,04 g/mL para 
esse grupo. Em continuidade ao estudo químico biomonitorado, tal grupo foi 
purificado através de cromatografia  em coluna de gel de sílica, de onde foram 
obtidos quatro grupos (CBFA3/1 a CBFA3/4), que foram avaliadas quanto ao 




Tabela 8. Avaliação da atividade antiparasitária dos grupos CBFA3/1 a 
CBFA3/4 frente a T. cruzi  
 
 Grupo (CBFA3) 
Células 1 2 3 4 
T. cruzi tripomastigotas - + - - 
Legenda:  - inativo a 200 g/mL 
 
  Como observado acima, apenas o grupo CBFA3/2 mostrou potencial 
antitripanossoma, indicando que este está constituído pelo composto bioativo.  
Após análise dos espectros de RMN e de EM, foi possível a caracterização da 
cumarina soulamarina neste grupo. Assim, foi determinado o valor de 
concentração inibitória a 50%, seguido da comparação com os obtidos para o 
controle positivo (benznidazol). Além disso, foram determinados os valores de 
citotoxicidade deste composto frente a células LLC-MK2 (Tabela 9). 
 
Tabela 9. Efeito antitripanossoma e citotóxico da cumarina soulamarina e da 
droga padrão (benznidazol). 
 
 CI50 (g/mL) 




(72,53 – 100,3) 
> 200 
Benznidazol 114,6 






 Os resultados obtidos permitem inferir que a cumarina isolada apresenta 
atividade atitripassonoma superior ao controle positivo benznidazol, o qual é 
usado no tratamento da doença de Chagas. Além disso, é interessante 
observar que a soulamarina apresenta baixa toxicidade frente a células LLC-
MK2, similar ao controle positivo utilizado no ensaio. Tais dados sugerem que 
maiores estudos de modificações estruturais na estrutura da soulamarina 
devam ser conduzidos, principalmente visando o aumento da atividade 
antitripanossoma deste. 
 Outro ponto que merece destaque é o fato de ter se observado 
diminuição no potencial antitripanossoma durante o processo de purificação. 
Como visto, a fase em AcOEt do extrato MeOH das cascas do tronco de C. 
brasiliense apresentou atividade com CI50 de 22,00 g/mL enquanto que o 
grupo CBFA3, oriunda do fracionamento da fase original em coluna de 
Sephadex LH-20 foi a única que apresentou atividade (CI50 de 27,04 g/mL). 
Quando a substância ativa foi finalmente isolada e caracterizada como a 
soulamarina, foi observado que o potencial antiparasitário sofreu uma redução 
expressiva, pois o valor de CI50 calculado para a substância pura foi de 85,31 
g/mL. Uma das possíveis justificativas para tal observação e dentre outros 
fatores, o efeito de sinergismo que pode estar ocorrendo quando a soulamarina 
está presente com alguma substância inativa quando na forma pura, porém 
que potencializa a atividade da cumarina quando em mistura. Tal fato não é 
surpreendente, visto que tal efeito vem sendo observado em diversos estudos 
químicos biomonitorados de espécies vegetais cujos extratos brutos são muito 






 Neste trabalho, foi observado que o extrato MeOH das cascas do tronco 
de Calophyllum brasiliense mostrou atividade antitripanossoma in vitro. Assim, 
esse extrato foi submetido a partição entre MeOH:H2O e AcOEt, sendo que a 
fase orgânica se mostrou ativa. Visando a identificação do composto ativo, a 
fase em AcOEt foi submetido a sucessivas etapas de purificação em gel de 
Sephadex LH-20 e de sílica, o que permitiu o isolamento e a caracterização da 
cumarina 6-hidroxi-4-propil-5-(3-hidroxi-2-metil-1-oxobutil)-6”,6”-dimetilpirano-
[2”,3”:8,7]-benzopiran-2-ona.  
 Tal composto, conhecido como soulamarina, foi isolado pela primeira 
vez das cascas do tronco de C. soulatrii (Ee at al., 2011), sendo portanto, a 
primeira ocorrência desta substância em C. brasiliense. De acordo com Noldin 
et al (2006), espécies de Calophyllum acumulam principalmente cumarinas, 
xantonas, esteróides, triterpenos e biflavonóides, sendo que muitas destas 
substâncias são dotadas de ações biológicas pronunciadas e importantes. 
Dentre as cumarina isoladas de C. brasiliense, estas apresentam o grupo 
fenílico ou n-propílico em C-4, além de uma ou mais unidades isoprênicas, as 
quais podem se apresentar na forma ciclizada formando cromenos. 
Analisando-se a estrutura da soulamarina, foi observada a presença de 
unidade isoprênica ligada em C-7, a qual foi ciclizada, ao passo que aquela 
ligada em C-5 foi oxidada, apresentando uma carbonila na posição C-1’ e uma 
hidroxila em C-3’. Desta forma, com base na estrutura deste composto, pode-




de Calophyllum (Noldin et al., 2006), corroborando que cumarinas possam ser 
considerados marcadores específicos do gênero. 
 Após o isolamento e caracterização, a cumarina soulamarina foi 
novamente avaliados quanto ao seu potencial antitripanossoma in vitro, onde 
foi possível observar que esse composto apresenta CI50 de 85,31 g/mL, 
inferior ao controle positivo benznidazol (114,6 g/mL), porém com toxicidade 
similar, quando ambos foram avaliados frente à linhagem LLC-MK2 (CC50 > 
200 g/mL).  No entanto, se comparado a fase de partição em AcOEt (CI50 de 
22 g/mL), a cumarina soulamarina na forma pura é aproximadamente quatro 
vezes menos ativa. Tendo em vista que o potencial foi minimizado após o 
processo de purificação, foi sugerido o efeito de sinergismo da soulamarina  na 
presença de alguma substância inativa quando na forma pura, porém que 
potencializa a atividade da cumarina quando em mistura. Desta forma, esse 
trabalho abre novos caminhos para uma possível utilização desta espécie 
como fitoterápico para o tratamento de doenças negligenciadas, especialmente 
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